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Resumen

Fundamento: La enfermedad de Wilson se caracteriza
por la acumulacién de cobre en higado, cerebro y
cérnea. La causa molecular que la provoca son las
mutaciones en el gen atp7b. Se han informado en la
literatura varios polimorfismos en el gen atp7b.
Objetivo: identificar los cambios conformacionales en
el fragmento intrén 9-exén 10 para la deteccién del
polimorfismo c.2448-25G>A en el gen atp7b de
pacientes cubanos con diagndstico clinico de
enfermedad de Wilson.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo, en el
Centro Nacional de Genética Médica, durante el periodo
2008-2012, que incluyé 100 pacientes con diagnéstico
clinico de enfermedad de Wilson. Para la amplificacién
del fragmento de interés, se utiliz6 la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa y para identificar
los cambios conformacionales se aplicé la técnica de
Polimorfismo Conformacional de Simple Cadena, en la
regién intrén 9-exén 10 del gen atp7b. La presencia del
polimorfismo ¢.2448-25G>A fue identificada por
secuenciacion del fragmento analizado.

Resultados: el cambio conformacional denominado b,
correspondid al polimorfismo ¢.2448-25G>A en estado
heterocigotico. La frecuencia alélica del polimorfismo
c.2448-25G>A en 100 pacientes cubanos
diagnosticados clinicamente con la enfermedad de
Wilson, fue de 8,5 %. Las manifestaciones mas
frecuentes en los pacientes que presentaron este
polimorfismo, fueron las hepaticas.

Conclusidn: se identificé por primera vez en Cuba el
polimorfismo c.2448-25G>A, lo cual posibilitard hacer
estudios moleculares por métodos indirectos.
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Abstract

Background: Wilson's disease is characterized by
copper accumulation in the liver, brain and cornea. It is
caused by mutations in the ATP7B gene. Several
polymorphisms in the ATP7B gene have been reported
in the literature.

Objective: to identify conformational changes in the
fragment comprising intron 9-exon 10 for detecting the
€.2448-25G> A polymorphism in the ATP7B gene of
Cuban patients clinically diagnosed with Wilson's
disease.

Methods: a descriptive study including 100 patients
with clinical diagnosis of Wilson's disease was
conducted at the National Medical Genetics Center from
2008 to 2012. The polymerase chain reaction was used
to amplify the fragment of interest and the single-strand
conformation polymorphism was applied in the intron
9-exon 10 region of the ATP7B gene to identify
conformational changes. Presence of the ¢.2448-25G>
A polymorphism was detected by sequencing this
fragment.

Results: the conformational change called b
corresponded to the ¢.2448-25G> A polymorphism in
heterozygous state. The allele frequency of the
€.2448-25G> A polymorphism in 100 Cuban patients
clinically diagnosed with Wilson's disease was 8.5%.
The most common manifestations in patients with this
polymorphism were related to the liver.

Conclusion: the ¢.2448-25G> A polymorphism was
identified in Cuba for the first time, which will enable
molecular studies by indirect methods.
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Este estudio es el resultado del trabajo conjunto
del Centro Nacional de Genética Médica, la
Universidad de Ciencias Médicas de La Habana y
el Centro Colaborador de la OMS para el
desarrollo de enfoques genéticos en la
promocién de salud.

INTRODUCCION

La enfermedad de Wilson (EW, MIM 27790) es un
trastorno hereditario que presenta un patrén de
herencia autosémico recesivo. Constituye un
problema de salud mundial. Dentro de las
enfermedades genéticas raras es tratable, sin
embargo, si no se atiende, puede provocar dafos
irreversibles en el higado y en el cerebro que
pueden llevar a la muerte del paciente. Se
caracteriza por la acumulacién de cobre,
fundamentalmente en higado, en cerebro y
cérnea. El diagnoéstico clinico de esta enfermedad
es complejo.! Se caracteriza por dafios en el
higado, que pueden manifestarse mediante la
elevacion de los niveles séricos de transaminasas,
cirrosis, e incluso una hepatitis fulminante. Los
pacientes con esta enfermedad pueden
presentar afectaciones a nivel cerebral (desde
temblores hasta Parkinson). Ademas, pueden
presentar trastornos psiquiatricos como
depresién, tendencias suicidas, entre otras. La
causa molecular que la provoca son las
mutaciones en el gen atp7b (MIM 606882), el
cual presenta 21 exones y se han reportado mas
de 380 mutaciones hasta la actualidad.? Ademas,
se han identificado mas de 139 polimorfismos
que estan distribuidos en todo el gen atp7b y en
los intrones, los exones mas polimdrficos
reportados son: 2, 8 y 16.?

En la actualidad, el diagndstico molecular de la
EW se lleva a cabo, en la mayoria de los casos,
por secuenciacion directa. El estudio molecular y
la identificacién de mutaciones en el gen atp7b
ayudan al diagndstico clinico, pues confirman la
enfermedad. Ofrecen la posibilidad del
diagnédstico y el asesoramiento genético a los
familiares.®*

El polimorfismo c.2448-25G>A se encuentra
localizado en el intrén 9 del gen atp7b. Este se
ha identificado en diversas poblaciones, en
paises como: Canadd, Yugoslavia, Republica
Checa, entre otros.*’

Para la determinacién del espectro mutacional y
la identificacién de polimorfismos en el gen
atp7b, se requiere una adecuada tecnologia de
cribaje. Una de las técnicas mas utilizadas para

este propdsito es el Polimorfismo Conformacional
de Simple Cadena (SSCP, del inglés Single-Strand
Conformation Polymorphism). Se basa en la
relacién que existe entre la movilidad
electroforética de la simple cadena de ADN y su
estructura conformacional. Un cambio en la
secuencia de ADN provoca un cambio
conformacional, que a su vez provoca un cambio
de movilidad en la electroforesis detectable.

Considerando que en Cuba no ha sido
establecido el diagnéstico molecular de EW, es
objetivo de este estudio identificar los cambios
conformacionales en el fragmento intrén 9-exdn
10 y detectar el polimorfismo ¢.2448-25G>A en
el gen atp7b de pacientes cubanos con
diagnéstico clinico de esta enfermedad.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, en el Centro
Nacional de Genética Médica, durante el periodo
2008-2012, que incluydé 100 pacientes (40
mujeres y 60 hombres) con diagndstico clinico de
EW, los cuales asistian a la consulta del Instituto
Nacional de Gastroenterologia. Estos pacientes
dieron su consentimiento para participar en la
investigacion, de acuerdo con los principios
éticos de la declaracién de Helsinki.

Las variables analizadas fueron: frecuencia
alélica del polimorfismo c.2448-25G>A (cambio
conformacional a para la variante normal y
cambio conformacional b para la presencia del
polimorfismo ¢.2448-25G>A en estado
heterocigético) y manifestaciones clinicas
(hepéticas, neuroldgicas, psiquiatricas e
hipertransaminasemia). La evaluacién de las
manifestaciones clinicas fue realizada por un
equipo multidisciplinario (gastroenterélogos,
genetistas, neurdlogos, bioquimicos), siguiendo
los criterios de diagndstico de la enfermedad.

Se selecciond el fragmento intrén 9-ex6n 10 del
gen atp7b, para la deteccién de cambios
conformacionales y la identificacién del
polimorfismo ¢.2448-25G>A. A todos los
pacientes se les tomd una muestra de ADN,
mediante el método de precipitacién salina® a
partir de 10 ml de sangre periférica con acido
etildiaminotetraacético (EDTA, del inglés
Ethylene DiamineTetra Acetic Acid) (56 mg/ml).
Las condiciones para la amplificacion del
fragmento intrén 9-ex6n 10 mediante la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR,
del inglés Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) fueron: 100ng de ADN, 10
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pmoles/ml de cada oligonucléotido del exén 10:
(F) 5'-AGT CGC CAT GTA AGT GAT AA-3'y (R)
5'-CTG AGG GAA CAT GAA ACA A-3', 1mM de
dNTPs (Boehringer), 10X tampdn PCR, 15mM de
MgCl,, 1u de Taq polimerasa (Amplicen), en un
volumen de 25 pl.®

Posteriormente se realiz6 la electroforesis SSCP.
Se mezclé 3,5ul con una solucién de parada de
bromofenol azul (0,05 % BFA, 10mM NaOH, 95 %
formamida, 20mM EDTA) y 1 ul del producto
amplificado, en un volumen final de 7ul. Se aplicé
en un gel de acrilamida comercial (GeneGel Excel
12,5/24 Kit). La visualizacién del ADN se realiz6
por el método de tincién con plata, siguiendo las
instrucciones del juego comercial: kit PlusOne
DNA Silver Staining (Amersham Biosciences,
2007).

Se procedidé a la secuenciacion del patrén
alterado por SSCP. El secuenciador utilizado fue
ALF-Express. Un paso critico y decisivo fue la
purificacién del producto de PCR, el cual se
realizé con el juego comercial de la Quigen (

QIAquick, PCR Purification Kit).
RESULTADOS

Se identific6 el cambio conformacional
denominado b con el uso de la técnica SSCP. El
cambio conformacional denominado a
correspondié a la variante normal.

El cambio conformacional b correspondié a la
presencia del polimorfismo ¢.2448-25G>A en
estado heterocigotico.

De los 100 pacientes cubanos con diagnéstico
clinico de la enfermedad de Wilson, se
identificaron 17 pacientes heterocigéticos para el
polimorfismo c.2448-25G>A por las técnicas
SSCP y secuenciacion.

La frecuencia alélica del polimorfismo
€.2448-25G>A en los 100 pacientes cubanos
estudiados en esta investigaciéon es de un 8,5%.
(Tablal).

Tabla 1. Frecuencia alélica del polimorfismo c.2448-25G>A y valores

de referencia internacionales

Frecuencia alélica del

polimorfismo €.2448-25G>A o Referesnci
8,5% (17/200 alelos) Cuba

6,5 % (20/310 alelos) Canada 5

Mo informan Yugoslavia B

Mo informan Repiblica Checa 7

Entre las principales manifestaciones clinicas en
los pacientes que presentaron el polimorfismo
€.2448-25G>A, fueron mas frecuentes las

hepaticas (88 %), entre las que se encontraron:
ictericia, esplenomegalia, ascitis, hepatomegalia,
cirrosis hepatica, entre otras. (Tabla 2).

Tabla 2. Principales manifestaciones clinicas en pacientes cubanos que presentan el polimorfismo

C.2448-25G=A

Manifestaciones
Polimorfismo
c.2448-25G>A i - Hepaticasy . ) . Hepaticas y
Hepaticas Neuroldgica neurolégicas Hipertransaminasemia psiquiatricas
Heterocigotico
Ht c.2448-25G=4 15 - 1 -
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DISCUSION

Se han informado mas de 139 polimorfismos en
el gen atp7b en pacientes con la enfermedad de
Wilson.? En Cuba se comienza a realizar la
deteccidn de polimorfismos en el gen atp7b en el
afio 2008. Un paso previo a la busqueda de
mutaciones y polimorfismos en este gen es la
deteccién de cambios conformacionales. El
cambio de guanina por adenina en el intrén 9 del
gen atp7b provoca un cambio en la secuencia,
gue como consecuencia provoca un cambio en la
movilidad electroforética de la simple cadena del
ADN vy de su estructura conformacional, el cual
es detectado mediante la técnica de SSCP. En
esta investigaciéon correspondié al cambio
conformacional denominado b y se identificé en
el 17% de los pacientes estudiados.

El polimorfismo ¢.2448-25G>A fue identificado
utilizando la técnica de secuenciacién. Este no
afecta la funcién de la proteina transportadora de
cobre, ATP7B en humanos y se ha identificado en
diversas poblaciones con una frecuencia mayor
que el 1 %.>*¢

Por primera vez en Cuba se detecta y se
establece la frecuencia alélica del polimorfismo
€.2448-25G>A en pacientes cubanos con
diagnéstico clinico de la enfermedad de Wilson.
La frecuencia del polimorfismo ¢.2448-25G>A fue
de 8,5 %. Es notorio que la frecuencia en Canada
es similar a la de nuestro estudio, y como se
esperaba, mayor que el 1 %. En Yugoslavia y en
la Republica Checa se ha identificado la
presencia del polimorfismo ¢.2448-25G>A, sin
embargo, no informan la frecuencia alélica,*” por
lo que no se pudo comparar con los resultados
obtenidos.

En estudios moleculares realizados en Espafa,
Brasil, Egipto, Iran, Rumania y Dinamarca, no se
ha informado la presencia del polimorfismo
€.2448-25G>A.1

En los 100 pacientes cubanos estudiados, las
manifestaciones hepaticas fueron las mas
frecuentes, por lo que se esperaba que fueran
estas las mas frecuentes en los pacientes
heterocigdticos para el polimorfismo
c.2448-25G>A. De los 17 pacientes
heterocigdticos para este polimorfismo, el 88 %
presentdé manifestaciones hepdticas. En la
literatura internacional se informan bajas
frecuencias de pacientes con la combinacién de
las manifestaciones hepaticas y psiquiatricas.'’
En nuestro estudio no se identificaron

heterocigdticos con manifestaciones
neuroldgicas, ni con la combinacién de
manifestaciones hepdticas y psiquiatricas que
presentaran el polimorfismo c.2448-25G>A.

Fueron estandarizadas por primera vez en Cuba
las técnicas para el estudio molecular (PCR, SSCP
y secuenciacién) en la identificacién del
polimorfismo ¢.2448-25G>A ubicado en el intrén
9-exén 10 del gen atp7b. Se determind la
frecuencia del polimorfismo ¢.2448-25G>A en un
total de 100 pacientes cubanos con diagnostico
clinico de la enfermedad de Wilson. Las
manifestaciones hepdticas fueron las mas
frecuentes en los pacientes con el polimorfismo
€.2448-25G>A. Se dispone asi de una
herramienta molecular para la introduccién del
diagndstico molecular en pacientes con la
enfermedad de Wilson en Cuba, lo que
posibilitard en un futuro realizar estudios
moleculares por métodos indirectos.
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